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RESUMO

Avaliacao da sucessio ecologica de comunidades microbianas em matéria
organica vegetal em decomposicao em manguezais do Estado de Sao Paulo

Manguezais séo ecossistemas que se distribuem ao redor do globo e
desempenham fungdes ecolégicas que sao fundamentais para os ambientes
costeiros adjacentes. Além de fornecerem uma ampla variedade de organismos para
o subsidio humano, sao areas de produgéo e exportacdo de matéria organica, e
também fornecem abrigo, alimentagao e local para a reproducao de diversos animais
marinhos. Apesar de sua enorme importancia, esse ambiente encontra-se
fortemente ameacado e sob risco de desaparecer. As arvores de mangue sao o seu
componente mais basico e visivel, sendo consideradas bastante produtivas, com
grande parte do carbono orgénico encontrado nesse ambiente sendo proveniente da
liteira e raizes das plantas. Micro-organismos sé&o extremamente diversos, dinamicos
e estdo distribuidos por todo o planeta, desempenhando importantes funcbes
ecologicas, e dentro dos manguezais, eles sao responsaveis pela maioria das
transformacées de nutrientes. Diversos estudos apontam a importancia da
comunidade bacteriana para uma equilibrada manutencdo dos processos que
ocorrem nesse ambiente, sendo um destes a decomposicao de serapilheira. Dessa
forma, este trabalho teve como objetivo estudar a dindmica da comunidade
bacteriana durante o processo de degradagao de material vegetal em sedimentos de
manguezais do Estado de Sao Paulo. Para isso, foi realizado o sequenciamento em
larga escala do gene rRNA 16S do dominio Bacteria presente sobre a superficie do
material vegetal. Paralelamente a isto, foi feita a quantificacdo da emissao CO2, N2O
e CHs, durante os diferentes estadios de degradacéao foliar e também a analise da
dinAmica e estrutura das comunidades. Os resultados obtidos por meio de
sequenciamento em larga escala do gene rRNA 16S apontam o filo Proteobacteria
como o grupo dominante nos trés manguezais estudados, independente da espécie
de planta. A classe Gammaproteobacteria apresentou uma maior abundancia nos
estadios iniciais de decomposicao do material vegetal (7 e 15 dias), sofrendo um
decaimento bem acentuado nas fases mais avangcadas (60 dias). A alfa diversidade
sofreu um aumento ao longo do tempo, com todas as amostras exibindo valores
maiores nos estadios finais do processo de decomposicado foliar. Em relagdo a
emissao de gases de efeito estufa (GGE) em tratamentos em microcosmo, para N2O
e CO2 tempo e local foram significativamente importantes. Ja para CH4 somente o
local foi relevante nas taxas de emissao. Foi possivel identificar grupos de bactérias
predominantes nas fases de decomposi¢cao foliar ao longo do periodo estudado.
Gammaproteobacteria foi uma classe que se apresentou em maior quantidade nos
estadios iniciais (7 e 15 dias), enquanto Alphaproteobacteria foi um grupo mais
expressivo nas fases mais avangados de degradacéao (30 e 60 dias).

Palavras-chave: Degradacao foliar; Bactérias; Plantas de mangue
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ABSTRACT

Evaluation of ecological succession of microbial communities in organic
matter decomposition in mangrove plant in the State of Sao Paulo

Mangroves are ecosystems that are distributed around the globe and
perform ecological functions that are critical to the adjacent coastal environments. In
addition to providing a wide variety of organisms for human activities, they have high
productivity and are known as areas of production and export of organic matter, and
also provide shelter, food and location for reproduction of various marine animals.
Despite its enormous importance, this environment is at risk of disappearing.
Mangrove trees are its most basic and visible component, being considered quite
productive, with most of the organic carbon found in this environment being from the
liter and plant roots. Micro-organisms are extremely diverse, dynamic and are
spread across the globe, contributing with important environmental roles, and within
the mangroves, they are responsible for most of nutrient transformations. Several
studies point to the importance of the bacterial community for the balanced
maintenance of the processes that are occurring in this environment. One of the most
crucial of them is the decomposition of leaf-litter. Thus, this study aimed to evaluate
the dynamics of bacterial communities during the degradation of plant material on
sediments of Sao Paulo State mangroves by high throughput sequencing of 16S
rRNA gene of Bacteria present on the surface of the plant material. In parallel, we
quantified the emissions of CO2, N2O and CH4 during the different stages of leaf
degradation and also the analysis of the dynamics and structure of communities. The
results obtained by the sequencing of the 16S rRNA gene indicate the phylum
Proteobacteria as the dominant group in the three mangroves, regardless of plant
species. The Gammaproteobacteria class showed a greater abundance in the early
stages of decomposition of the plant material (7 and 15 days), suffering a very sharp
decay in the later stages (60 days). Alpha diversity has increased over time, with all
the samples showing higher values in the final stages of the leaf decomposition
process. It was possible to identify groups of bacteria predominant in the stages of
decomposition of plant material throughout the study period. Regarding greenhouse
gas emissions (GHG) in treatments in microcosm, time and location were significantly
important factors to N2O and CO. emissions. As for CHs only the site was relevant in
emission rates. It was possible to identify groups of bacteria predominant in the
stages of leaf decomposition during the studied period. Gammaproteobacteria was a
class that contains the main amount in the early stages (7 and 15 days), while
Alphaproteobacteria was a more significant group in the most advanced stages of
degradation (30 and 60 days).

Keywords: Leaf degradation; Bacteria; Mangrove plants
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1 INTRODUCAO

Manguezais sdo ecossistemas que dominam regides litoraneas, sendo que
sua distribuicao se da por todo o globo em areas tropicais e subtropicais. Sao
diversos os beneficios que os manguezais conferem as regides costeiras, dentre
elas: protecdo contra erosdo causada pela acao das ondas, retencao de metais
pesados, area de alta produgdo de matéria organica com consequente exportacao
da mesma para as aguas costeiras adjacentes, e principalmente, area de
reproducao, abrigo e alimentacao de diferentes animais marinhos. Esse ecossistema
também beneficia diretamente o ser humano, pois ao longo dos anos, permitiu a
subsisténcia de diversas comunidades que habitam o seu entorno através do
fornecimento de diferentes organismos para o seu subsidio.

Micro-organismos sao extremamente diversos e estdo amplamente
distribuidos por todos os ambientes ao redor do planeta e comunidades microbianas
estdo sempre desempenhando fungdes que sédo de fundamental importancia para a
manutencao da vida na terra. Em manguezais, micro-organismos sao responsaveis
pela degradacdo de matéria organica, pela transformacao e disponibilizacdo de
diferentes nutrientes que podem ser utilizados pelas plantas, e pela grande produgcao
primaria que é observada nesses locais. Uma das etapas mais importantes na
ciclagem de nutrientes dentro de qualquer ambiente € a decomposicao de
serapilheira, e fungos e bactérias sdo os principais agentes na execucdo desse
processo.

Comunidades microbianas sao extremamente dindmicas, sofrendo diversas
alteracbes ao longo do tempo e espacgo, e essas mudangas podem resultar em
crescimento de algumas populacbes e desaparecimento de outras, conferindo a
essas comunidades dinamismo e transformacdes que podem ser observadas em
sua estrutura. Nos Ultimos anos tem ocorrido um grande avango nos métodos
moleculares para analise de comunidades microbianas. Muitos organismos que
ainda nao podem ser cultivados em laboratoério tiveram os seus estudos
possibilitados devido ao progresso alcangado pelas metodologias independentes de
cultivo.

Dessa forma, este trabalho descreve a diversidade de bactérias associadas
com o processo de degradacao de material vegetal em manguezais do estado de

Sao Paulo, pelo método de sequenciamento em larga escala. Vislumbrando assim a
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sucessao ecoldgica que ocorre dentro dessas comunidades ao longo de um periodo

de tempo.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Manguezais e sua importancia

O ecossistema manguezal se desenvolve em regides litordneas, em
condi¢des tropicais e subtropicais ao redor do globo, situando-se em locais onde
ocorra a transicdo entre os ambientes marinho, terrestre e de agua doce. Um
aspecto fundamental deste ambiente é que ele se encontra sob a constante
influéncia das marés. No Brasil, 0s manguezais ocorrem por quase toda a extensao
da orla maritima de forma quase continua, dependendo das condi¢des fisioldgicas
do ambiente. Comecam no extremo Norte (Oiapoque) e se estendem até Santa
Catarina (Laguna) (SCHAEFFER-NOVELLI, 1995).

As marés sao extremamente importantes para a conformagcao deste
ecossistema, pois € pela acao destas, que sedimentos e detritos provindos de rios e
do mar, sao carreados para dentro dos manguezais, fazendo com que ocorra assim,
a aquisicdo de novas areas. Em geral, manguezais se desenvolvem bem em regiées
gue possuam uma topografia adequada, que estejam ao alcance das marés, que
recebam alto aporte de agua dos rios e das chuvas, como também de nutrientes e
sedimentos. Todos estes fatores combinados podem levar os manguezais a alcancar
seu maximo desenvolvimento (VANUCCI, 1999; SCHAEFFER-NOVELLI et al;
1990).

E um ecossistema que estd associado ao bioma Mata Atlantica e aos
recursos hidricos, além de ser apontado como um dos indicadores ecolégicos mais
significativos na zona costeira. E reconhecido por desempenhar diversas
importantes fungdes, dentre as quais se destacam as seguintes: protecao da linha
de costeira; barreira mecanica a acao erosiva das ondas e marés; retencao de
sedimentos carreados pelos rios, retencado de metais pesados; area de concentragao
de nutrientes e matéria organica; area de renovacdo da biomassa costeira,;
estabilizador climatico e principalmente, area de reprodugdo, de abrigo e de
alimentacdo de inUmeras espécies, 0 que o caracteriza como um verdadeiro bercario
do mar (ALVES, 2001).

Para o ser humano o manguezal também é imensamente relevante, pois este
ecossistema fornece uma ampla variedade de organismos para o seu subsidio, tais
como, moluscos, crustaceos e peixes. A utilizacdo destes animais, seja para a

comercializagdo ou consumo proprio, permitiu ao longo dos anos a sobrevivéncia de
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inUmeras comunidades na zona costeira e a manutencao de uma tradicao e cultura
préprias da regiao (ALVES, 2001).

No que diz respeito a circulagdo de energia e matéria, manguezais sao
considerados ecossistemas abertos. O transporte de material organico para dentro
desse ecossistema, sua ciclagem, e consequente exportacdo para ambientes
adjacentes sao controlados por fatores fisicos e biolégicos, tais como marés,
escoamentos, chuvas, queda das folhas, decomposicdo de material vegetal,
atividade da fauna, dentre outros (NASCIMENTO, 1988; VANUCCI, 1999).

Por estarem diariamente expostos a agcao das marés, ocorre uma exportagao
de material particulado como folhas, galhos e propagulos, que serao decompostos
nos corpos d’agua adjacentes. Nas por¢cdes mais internas do manguezal a
serapilheira acaba sendo decomposta nos limites do préprio ambiente, gerando
assim, a formacado de matéria organica dissolvida, que € considerada de alto valor
ecolégico (SCHAEFFER-NOVELLI, 2002). Esses detritos servem como base em
uma extensiva cadeia alimenticia, no qual organismos de importancia comercial
fazem parte. O desflorestamento de comunidades de manguezais é um dos
principais fatores que influenciam a diminuicdo da pesca costeira de muitos paises
tropicais e subtropicais. Além disso, esse ambiente fornece abrigo, refugio e zonas
de reproducao para diversos organismos marinhos (HOLGUIN et. al., 2001).

Segundo Pannier e Pannier (1990) manguezal € um sistema ecoldgico que
representa uma unidade integrada, abrigando componentes vegetais e animais
altamente adaptados as condi¢cbdes caracteristicas desse ambiente, tais como: solos
periodicamente inundados pela acao das marés, variagcao de salinidade e um clima

bem homogéneo.

2.2 Vegetagao de mangue

As arvores de mangue s&o o0 componente mais basico e visivel do
ecossistema manguezal. O termo mangue ¢ utilizado para se referir ao conjunto de
arvores tropicais e arbustos, que crescem na zona entre marés. A acao das marés
sobre 0s manguezais confere um dinamismo bem peculiar as regiées onde estes
estdo situados, produzindo uma constante modificacdo na topografia desses
terrenos, 0 que resulta em uma série de avangos e recuos da cobertura vegetal
(SCHAEFFER-NOVELLI, 1990).
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Nas florestas de mangue brasileiras s&o encontradas poucas espécies
vegetais, sendo estas: Rhizophora mangle, Rhizophora racemosa, Rhizophora
harrisonii, Avicennia germinans, Avicennia schaueriana, Laguncularia racemosa e
Conocarpos erecta. Ja nos manguezais da costa sul e sudeste, a vegetagdo é
constituida pelos géneros (Rhizophora, Avicennia e Laguncularia) e quatro espécies:
R. mangle, A. schaueriana, A. germinans e L. racemosa (SCHAEFFER-NOVELLI,
1990).

A vegetacdo de mangue encontrada na regido da baixada Santista é
considerada homogénea, pois & constituida de uma formacao lenhosa em praias
argilo-lodosas, dentro da zona das marés. Difere ecologicamente e floristicamente
da vegetacao de terra firme, sendo composta basicamente pelas arvores do género:
Rhizophora mangle, que possuem raizes que partem diretamente do tronco e do
caule, promovendo a sustentacdo e a troca de oxigénio com a atmosfera.
Laguncularia recemosa, que apresenta um menor porte quando comparada as
outras duas espécies, apresentando pneumatoéforos, porém de formatos menores,
bifurcados ou trifurcados e Avicennia schaueriana, que produz frutos com uma
capsula oval e achatada e possui um sistema radicular cheio de pneumatéforos, que
garantem a propagacao e a sobrevivéncia da espécie (LAMBERTI, 1966).

A vegetacdo de mangue nao € tolerante a baixas temperaturas e a sua
distribuicao e desenvolvimento dependem que as temperaturas da agua e do mar
apresentem condi¢cdes adequadas. Quando o ambiente &€ extremamente favoravel
ao desenvolvimento do ecossistema manguezal, as florestas de mangue podem
alcancar um valor de biomassa que pode ser comparado com valores encontrados
em florestas tropicais (ALONGUI, 2009).

A salinidade nao é considerada um fator requerente ou limitante ao
crescimento das plantas, pois em sua maioria, as espécies apresentam um
crescimento 6timo quando sujeitas a uma baixa salinidade. No entanto, a salinidade
€ um fator importante para que essas espécies se sobressaiam na competicdo com
as demais plantas vasculares, que nao estdo adaptadas a suportar um ambiente
salino (FELLER; SITNIK, 1996; PASCOALINI et al., 2014).

Essa tolerancia a diferentes niveis de salinidade ocorre por meio de diversos
mecanismos fisiolégicos e morfolégicos, que segundo Vanucci (1999), podem ser
resumidos em trés principais categorias: 1) barreira a penetragdo do cloreto de s6dio

e outros sais pelas raizes; 2) secrecao do excesso de sais através de glandulas
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especializadas, geralmente ocorrendo ao nivel de folhas e 3) acumulo e imobilizacao
de sais em diferentes tecidos.

O frequente estado de inundacdo do sedimento dos manguezais, acarretado
pela dindmica acao das marés, confere outro aspecto estressante as plantas. Essa
particularidade gera um substrato pobre em oxigénio, salino e instavel, exigindo
assim, que as plantas possuam um sistema radicular especializado e adaptado para
prosperar sob essas condi¢cdes. Dessa forma, além de propiciar a fixagio da planta
no sedimento, o sistema radicular também é responsavel por realizar trocas gasosas
(FELLER; SITNIK, 1996).

Esse sistema radicular altamente adaptado € composto por raizes aéreas que
brotam dos galhos em direcao ao solo, raizes escoras que saem dos troncos,
ancorando a planta no sedimento e pneumatéforos, que ajudam a planta a realizar
trocas gasosas. Essas raizes geralmente estdo envoltas em um tecido esponjoso
denominado aerénquima, que facilita a troca de gases para o tecido interno, ha
também lenticelas nos troncos e pneumatéforos com a mesma fungédo (VANUCCI,
1999).

Outra adaptacdo presente na vegetacdo de mangue €& a reproducdo por
viviparidade, esta € observada na maioria das espécies. A germinacao da semente
ocorre enquanto ela ainda esta ligada a planta mae, gerando assim, propagulos que
acumulam altas reservas nutritivas. Quando esses propagulos se desprendem, eles
sdo capazes de percorrer grandes extensdes, até alcancarem um local adequado
para a sua fixacao (SCHAEFFER-NOVELLI, 1995).

Apesar de serem amplamente descritos como ambientes ricos em matéria
organica, muitos manguezais em diversas localizagbes ao redor do globo,
apresentam uma reduzida disponibilidade de nutrientes, principalmente com relacao
a nitrogénio e fésforo, sendo estes os macroelementos de maior limitagcdo ao
crescimento vegetal (SENGUPTA; CHAUDHURI, 1991, HOLGUIN et al., 1992;
ALONGI et al., 1993; VAZQUEZ et al., 2000). Juntamente com esse aspecto, a taxa
de decomposicdo e a retencdo de nutrientes no sedimento, podem reduzir a
disponibilidade destes para a absor¢ao pelas plantas (NAIDOO, 2006).

O termo manguezal € geralmente utilizado para descrever ambos as arvores
e a comunidade. Esta ultima é composta por uma ampla variedade de organismos
pertencente a diferentes grupos, tais como: fungos, bactérias, microalgas,

invertebrados, passaros € mamiferos (HONGUIN et al., 2001).
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Manguezais séo principalmente encontrados préximos a areas urbanas, sob o
constante impacto de atividades antropogénicas, e a continua expansao dessas
areas resulta em severos impactos nos manguezais, acarretando em modificacdes

na sua hidrologia, sedimento e na dinamica de nutrientes (LEE et al., 2006).

2.3 Solos dos manguezais

Os solos de mangue sado formados pela deposicdo de particulas de origem
terrestre e marinha, organicas e inorganicas, que estdo em suspensao na agua, e se
movimentam por meio do fluxo e refluxo das marés. O encontro das aguas doces e
salgadas na regidao estuarina faz com que os sedimentos transportados percam
velocidade e se unam através de processos fisico-quimicos formando grumos
(processo de floculagdo). Essa formag¢ao dos grumos implica em aumento do peso
das particulas, estas que vao para o fundo, formando um sedimento fino, composto
basicamente por silte, argila € matéria organica, propiciando assim, a instalacao de
espécies vegetais. Esse sedimento majoritariamente anaerdbico, exceto nas suas
porcdes superficiais (ALVES, 2001; HONGUIN, 2001; VANUCCI, 1999; STRALHER;
STRALHER, 2000).

Em funcdo do alagamento, a taxa de difusdo do oxigénio é reduzida, ndo
suprindo a demanda microbiana para oxidagdo da matéria organica. A
decomposi¢ao passa entdao a ocorrer pelo metabolismo de organismos anaerdbios,
que utilizam receptores de elétrons alternativos ao O», seguindo a seguinte
sequéncia termodinamica: NOs, Mns", Fes’, S04, CO, (metanogénese), N2 e H*
(SCHULZ, 2000).

Os solos de manguezais geralmente requerem uma série de processos
biolégicos complexos que sao viabilizados pela acao de diferentes micro-organismos
tais como bactérias, cianoficeas, diatomaceas e algas verdes. Esses organismos
captam, transformam e liberam nutrientes que serdo utilizados pelas plantas da
vegetacdo de mangue (NASCIMENTO, 1998).

As perturbacbes causadas pela poluicdo dos sedimentos, geralmente
acarretam em mudangas na composigcao e crescimento da microbiota, podendo levar
a uma perda de nutrientes e também a uma possivel liberacao de subprodutos
microbianos que muitas vezes podem ser tdo téxicos quanto o contaminante inicial
(ALONGI, 1994).
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Por isso a exploracao florestal desse ambiente deve ser realizada com
imensa cautela e preocupacao, pois diversos fatores devem ser considerados para
gque esse ecossistema e toda a diversidade microbioldgica que ele abriga, nao sejam
afetados negativamente, trazendo danos irreversiveis para o mesmo (GOMES,
2002).

2.4 Micro-organismos nos manguezais

A diversidade microbiana nos manguezais € responsavel pela maioria das
transformacdes de nutrientes dentro desse ecossistema. Bactérias e fungos
constituem 91% da massa microbiana, enquanto que algas e protozoarios
representam apenas 7% e 2% respectivamente (ALONGI et al., 1993; HOLGUIN et
al., 1999; ALONGI, 1988).

A degradacdo do material vegetal em manguezais produzem detritos que
podem ser definidos como matéria organica em ativo processo de decomposicao.
Esse detrito € rico em energia e contém uma grande comunidade microbiana que
participa ativamente do processo de decomposicao. Reducao de sulfato, producao
de metano e desnitrificagdo sdo importantes processos que ocorrem durante a
decomposicdo de matéria organica em ambientes anéxicos (ODUM; HEALD, 1975;
BANO et al,, 1997; HOLGUIN et al., 2001).

As folhas das plantas de mangue sao compostas principalmente de
lignocelulose, macromoléculas que sao degradadas pelos micro-organismos
presentes nesse ambiente. A degradacao da folha se inicia assim que esta chega ao
sedimento € esse processo pode durar até 6 meses, ou ainda mais tempo para
casos de degradacao de madeira (ALONGI et al., 1989; MORAN; HODSON, 1989;
NEWELL et al., 1984; STEINKE et al., 1990).

Pesquisas realizadas com comunidades microbianas em manguezais
concluem que existe uma relacdo muito intima entre micro-organismos, nutrientes e
plantas, estes que funcionam como um sistema unificado, com a fungédo de reciclar e
conservar nutrientes dentro desse ambiente (DIAS, 2010).

Comunidades microbianas presentes em manguezais sdo descritas como
altamente produtivas e diversas, e elas se encontram continuamente degradando
matéria organica e disponibilizando nutrientes como: nitrogénio e fésforo, que podem

ser utilizados pelas plantas. Em contrapartida, a vegetacao libera uma gama de
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exsudatos que servem como fonte nutritiva para essas comunidades (HONGUIN et
al., 2001).

Essas diversas comunidades microbianas presentes em manguezais estao
constantemente se adaptando as flutuagcées ambientais que ocorrem dentro desse
habitat, tais como flutuacido da salinidade e intermitente estado de inundacado do
substrato. Mas devido a sua abundante oferta de carbono e outros nutrientes, esses
ecossistemas abrigam um consideravel numero de populagées de micro-organismos
(THATOI et al., 2012). Estudos de diversidade e estruturagdo dessas comunidades
se fazem necessarios, pois novos resultados ajudam a agregar e expandir 0s
conhecimentos que foram obtidos por meio dos trabalhos pioneiros, possibilitando
assim, uma melhor compreensdo da complexidade que sdo esses ambientes

denominados manguezais.

2.5 Bactérias em manguezais

Diversos estudos apontam a importancia da comunidade bacteriana para uma
equilibrada manutengcdo dos processos que ocorrem em manguezais. Esses
organismos ocupam uma grande variedade de nichos e sao encontrados em maior
nimero do que fungos, algas e protozoarios. As bactérias sdo as principais
participantes nos ciclos do carbono, enxofre, nitrogénio e fésforo em florestas de
mangue (HOLGUIN et al., 2001; TOLEDO et al., 1995; ROJAS et al., 2001; DAS et
al., 2012).

Thatoi et al. (2012) relatam que os principais grupos de bactérias encontrados
em manguezais sdo: bactérias redutoras de sulfato  (Desulfovibrio,
Desulfotomaculum, Desulfosarcina, Desulfococcus sp., etc.); bactérias fixadoras de
nitrogénio (Azospirillum, Azotobacter, Rhizobium, Clostridium, Klebsiella sp., etc.);
bactérias solubizadoras de fosfato (Bacillus, Paenibacillus, Xanthobacter, Vibrio
proteolyticus, Enterobacter, Kluyvera, Chryseomonas and Pseudomonas sp., etc);
fotossintéticas anoxigénicas (Chloronema, Chromatium, Beggiatoa, Thiopedia,
Leucothiobacteria sp., etc.) e bactérias metanogénicas (Methanoccoides methylutens
sp., etc).

Muitas dessas bactérias sao extremamente importantes na manutencao da
natureza quimica dos sedimentos de manguezais, e dentro da fracdo anaerobica,
um importante grupo € o das bactérias redutoras de sulfato. Esse grupo é

decompositor primario de residuos organicos que sao de fundamental importancia
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para o ciclo do carbono. Bactérias também desempenham importante papel no ciclo
do nitrogénio, e estdo envolvidas em todas as fases da transformacado desse
nutriente, como fixacdo, amonificacao, nitrificacao e desnitrificacado (ABRAHAM et
al., 2004; GHIZELINI et al., 2012).

Os principais produtos gerados com a reciclagem da matéria organica sao
detritos ricos em proteinas e enzimas, estes que abrigam uma grande populagao
microbiana. Diversos trabalhos reportam uma relacdo de interdependéncia entre
bactérias e espécies vegetais de manguezais. As plantas atuam ativamente na
liberacdo de nutrientes na forma de exsudatos, estes que por sua vez, podem ser
utiizados pela comunidade de bactérias presente tanto na rizosfera, como no
sedimento (ALONGI et al., 1993; NEDWELL et al., 1994).

Holguin et al. (2007) listaram trés mecanismos pelos quais comunidades
bacterianas podem ajudar a sustentar as espécies de mangue: Primeiro por meio da
mineralizacdo da matéria organica em condigcdes anaerdbias e principalmente
microaerdfilas, este processo esta relacionado diretamente com a intervengdo de
bactérias redutoras de sulfato. Segundo, através de taxas significativas de fixacao
biolégica que contribuem entre 40 a 60% com os requisitos de nitrogénio desse
ecossistema. E terceiro, com a presenca de bactérias da rizosfera, estas que podem
fornecer a vegetacao diferentes nutrientes e outras substancias, tais como as que

sao reguladoras de crescimento de plantas.

2.6 Decomposicao de material vegetal

Uma das etapas mais importantes da ciclagem de nutrientes em qualquer
ambiente € a decomposi¢ao da serapilheira. Esse processo possibilita que parte do
carbono incorporado na biomassa pela fotossintese retorne a atmosfera como CO:z e
outros elementos, passando para uma forma novamente assimilavel pelas plantas.
Apos sua queda, a serapilheira pode ser decomposta na superficie do solo e esse
processo € principalmente regulado pelos seguintes fatores: natureza da
comunidade decompositora (0os macro e micro-organismos), caracteristicas do
material organico que determinam sua degradabilidade e as condi¢des fisico-
quimicas do ambiente (CORREIA; ANDRADE, 1999; OLVEIRA, 2010).

A velocidade de decomposicédo das folhas das plantas de mangue é bastante

variavel e pode depender do local onde elas se precipitam, do local para onde
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poderdo ser transportadas, da natureza e idade do material foliar, bem como da
espécie de planta (ADAIME, 1985).

A decomposi¢do ocorre por meio da fragmentacdo mecénica, seguida de
colonizagcao ou utilizacao direta de matéria organica particulada ou dissolvida, por
micro-organismos. Desta forma, o processo de decomposi¢cdo envolve basicamente
duas etapas: perda de peso rapida, comandada por processos fisico-quimicos e
causada por lixiviagao; e perda de peso lenta, resultante da acao de processos
biolégicos que envolvem fragmentacdo mecanica e degradacdo de compostos
estruturais por fungos e bactérias (POLUNIN, 1982).

2.7 Sucessao ecoloégica

Sucessbes ecologicas podem ser definidas como uma forma previsivel e
ordenada, onde comunidades mudam ao longo de um tempo, seguindo-se a
colonizacdo de um determinado ambiente. Estudos nessa area tem sido de grande
importancia para o desenvolvimento de teorias ecolégicas ao longo dos séculos
(FIEERER et al., 2010).

Todos os sistemas biolégicos sdao dindmicos em uma ou mais escalas. Esse
dinamismo se refere principalmente as mudangas ao longo do tempo, e mudancas
temporais em comunidades microbianas resultam em crescimento e
desaparecimento de determinadas populagdes, assim como a predominancia de
determinados grupos em detrimento de outros (FUHRMAN et al., 2015).

Uma comunidade microbiana encontra-se sob constante processo de
mudanca, principalmente ao longo de uma escala temporal, isso acontece
principalmente, em resposta as diferentes forgas exercidas pelo ambiente, incluindo
fatores bidticos e abioticos. A influéncia desses fatores sobre uma comunidade pode
acarretar em mudangas na sua estrutura (FUHRMAN et al., 2015).

Respostas fisioloégicas de micro-organismos as mudangas ambientais podem
ocorrer rapidamente, essas respostas rapidas podem ser observadas em
comunidades que comportam grupos com crescimento relativamente acelerado.
Geralmente os organismos que se enquadram nessa classificacdo sao os das
classes: Gammaproteobacteria, Flavobacteriia, Alphaproteobacteria e outros
(FUHRMAN; HAGSTROM, 2010).

Comunidades microbianas sao extremamente complexas e diversas, e a

composi¢cao de uma comunidade pode mudar consideravelmente quando estudadas
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ao longo de um periodo de tempo. Porém a grande totalidade de grupos
microbianos, ainda nao é passivel de ser acessada atraves de métodos
dependentes de cultivo. Porém, com recentes avancos em analises moleculares,
diversos estudos sobre diversidade microbiana e seus padrées de sucessao
ecolégica vém sendo desenvolvidos com relativa facilidade, ajudando assim,
ecologistas do mundo todo a obterem progresso e avangcarem nesse campo de
pesquisa (FIERER et al., 2010).

2.8 Métodos moleculares para estudo de comunidades microbianas

Em estudos para avaliar os micro-organismos em determinados ambientes,
podem ser utilizados métodos de isolamento aplicando técnicas que sejam
dependentes de cultivo, ou ndo. Ao Uutilizar-se de técnicas dependentes de cultivo,
diversos micro-organismos que nao sao cultivaveis, tem seu estudo impossibilitado,
gerando assim, uma restricao ao estudo de grupos ja conhecidos. Ao longo dos
utimos anos, técnicas moleculares vém sendo empregadas para que as
comunidades microbianas sejam analisadas através de moléculas biolégicas
extraidas diretamente de amostras ambientais (DIAS, 2010).

Estudos moleculares possibilitaram grandes avancos em determinar quais
organismos estao presentes em determinado ambiente, e como estes estao
distribuidos ao longo de tempo e espaco. A maioria dessas informagdes é extraida
de analises filogenéticas, que na maioria das vezes séao obtidas pela analise de
genes informativos, tais como 16S e 18S rRNA (PACE et al,, 1986; CAPORASO,
2012).

Comunidades microbianas sdo extremamente diversas e até o momento a
maioria dos organismos que habitam ambientes naturais ainda nao foi cultivada em
laboratério. O atual desafio da ecologia microbiana é entender quem estad em
determinado ambiente, interagindo com quem, o que estdo fazendo, o porqué de
desempenharem essa fungdo e quando isso ocorre. Para responder essas questdes
de uma forma valida €& necessario se obter informacdo sobre determinada
comunidade englobando a sua totalidade, considerando a sua dindmica sob o
aspecto temporal (ZHOU et al., 2015).

Com o rapido avango obtido com as técnicas de sequenciamento de nova
geracao, juntamente com as ferramentas computacionais necessarias para a analise

desses dados, se presume que em um futuro ndo muito distante, microbiologistas
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serao capazes de modelar e predizer o funcionamento de uma comunidade
microbiana de forma extremamente eficaz. Diversos cientistas apostam que uma

nova era da ecologia microbiologia esta chegando (ZHOU et al., 2015; ZHOU, 2009).

2.9 Emissodes de Gases de efeito estufa (GEE) em manguezais

A producao e emissao de gases de efeito estufa tém crescido continuamente
desde a era pré-industrial e vem causando o problema do aquecimento global. As
emissdes de dioxido de carbono (CO.), metano (CHai) e éxido nitroso (N2O) oriundos
das areas costeiras umidas, dentre elas 0s manguezais, sdo importantes gases de
efeito estufa (GEE) para a atmosfera, e podem contribuir de forma significativa com
esse problema (CHEN et al., 2011).

A producado dos GEE nos solos dos manguezais se refere principalmente a
atividade microbiana durante a degradacado da matéria organica e a respiragéo
radicular. A emissao de CO2 é maior quando os solos estdo aerados, em épocas de
mareés baixas, ou épocas de seca (CHEN et al., 2011).

Por se localizarem em regides entre marés, manguezais estao
constantemente inundados, o que torna os solos reduzidos, anaerdbicos e ricos em
matéria organica. E sob essas condi¢cbes, desnitrificacdo e metanogénese sao
processos envolvidos na renovagao dos nutrientes. Sendo assim, o potencial de
emissao desses gases por manguezais, nao deve ser ignorado (KRITHIKA et al.,
2008).
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3 Hipoétese e Objetivos
3.1 Hipotese

Comunidades microbianas s&do dindmicas, e esse dinamismo pode ser
acompanhado ao longo de um processo ou de um periodo de tempo resultando em
mudancas que podem refletir na estruturagcdo dessas comunidades. Portanto a
hipotese desse trabalho é de que a distribuicao dos grupos de bactérias durante o
processo de decomposicdo foliar tendem a mudar conforme o avangco da
degradacdo, em trés manguezais do Estado de Sao Paulo os quais possuem
caracteristicas distintas.
3.2 Objetivo Geral

Descrever a diversidade de bactérias associadas com o processo de
degradacao de material vegetal em trés manguezais do Estado de Sao Paulo.
3.3 Objetivos especificos

Estudar a diversidade de bactérias durante os diferentes estadios de
decomposigao de material vegetal.

Quantificar a emissdo de gases de efeito estufa (GEE) durante as diferentes
fases de decomposi¢do do material vegetal.

Avaliacdo da degradagdo do material foliar por meio da quantificacdo de

massa de matéria seca (MMS).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Descrigcao das areas de coleta em manguezais do Estado de Sao Paulo

No presente trabalho foram avaliadas as comunidades microbianas presentes
em trés manguezais localizados no Estado de Sao Paulo, sendo dois no municipio
de Bertioga e um no municipio de Cananéia. Estes manguezais apresentam
caracteristicas diferentes, sendo que em Bertioga um manguezal estd em estado
natural, enquanto que o outro sofreu impacto causado por derramamento de
petroleo na década de oitenta, e a mata nativa apresenta-se ainda em regeneracgao.
O manguezal localizado na cidade de Cananéia encontra-se situado em area de
reserva ambiental, tendo como fator externo de impacto apenas um baixo efeito
antropico.

As coletas necessarias para realizacao dos experimentos foram feitas nos
manguezais de Bertioga, Bertioga Contaminado e Cananéia (Figura 1). Coletou-se
folhas das espécies vegetais Rhizophora mangle, Laguncularia recemosa e

Avicennia schaueriana, juntamente com sedimento e agua.

Tabela 1 - Localizagdo geografica dos manguezais amostrados no estado de S&o Paulo (DIAS, 2012)

Bertioga Contaminado Bertioga Cananéia
Latitude 23°53' 745 23°54'08' 5 25°05'03' 5
Longitude 46° 12' 50°'W 46° 15’ 068" W 47° 57 T5'W

Bertioga

Cananéia

Figura 1 - Sitios de coleta do projeto. Pontos de coleta estdo marcados com bola
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Tabela 2 - Andlises Fisico-quimicas das amostras de sedimento coletadas (DIAS, 2012).

Anadlise Bertioga contaminado Bertioga Cananéia

Composicao Fisica

argila:silte:argila (%) 34:60:6 71:24:05 22:26:52
Umidade 65, 16 73,97 69,9
Condutividade (mS) 8,98 9,42 14,72

Dados Quimicos

pH 6,9 7,1 59
matéria organica (%) 10,86 10,28 7,54
nitrogénio (N) (%) 0,13 0,29 0,72
fosforo (P) (%) 0,13 0,07 0,07
potassio (K) (%) 0,09 0,08 0,14
calcio (Ca) (%) 0,27 0,24 0,15
magnésio (Mg) (%) 0,2 0,19 0,19
enxofre (S) (%) 0,31 0,24 0,23
sodio (Na) (mg/kg) 5,327 4,77 7,35

Tabela 3 - Analise da composicdo quimica das folhas das trés plantas: Rhizophora mangle (R),
Laguncularia recemosa (L) e Avicennia schaueriana (A), presente nos manguezais de
Bertioga (B), Bertioga com Contaminagdo (BC) e Cananéia (C). PB* (proteinas).

Amostra Hemicelulose * Celulose * Lignina* PB*

AB 179,87 161,10 241,24 135,06
ABC 169,80 181,16 236,66 135,89
AC 170,58 156,65 221,58 137,06
LB 236,25 110,55 216,87 106,82
LBC 255,46 119,20 236,98 104,50
LC 237,48 97,47 196,92 100,77
RC 132,44 95,29 206,97 87,10
RBC 141,18 105,37 319,40 91,04

* Valores expressos em g/kg de matéria seca

4.2 Construcao de microcosmos para avaliacao de sucessao ecolégica durante
o processo de decomposicao de material vegetal

Com o objetivo de avaliar a sucessao ecolégica que ocorre durante a
decomposicao da matéria organica vegetal desde o instante em que esta se
precipita nos sedimentos dos manguezais, foram construidos microcosmos

destrutivos contendo 20g de sedimento, 8 discos de folhas das trés espécies
vegetais (Rhizophora mangle, Laguncularia recemosa e Avicennia schaueriana) no
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tamanho de 1,7 cm de didmetro e 2 mL de agua. Todo o material foi coletado
diretamente dos manguezais e imediatamente acondicionado em frascos estéreis
fechados com rolha de algodao, para evitar possiveis contaminagdes e também
permitindo a troca de gases.

Os microambientes foram simulados em frascos de vidro tipo penicilina (50
ml), em triplicata e incubados a 24°C e acompanhados ao longo de 60 dias. Durante
esse periodo foram avaliadas a estrutura das comunidades microbianas, as
emissdes de gases de efeito estufa e as taxas de decomposicao da matéria
organica, por meio de peso seco dos discos de material vegetal.

O peso seco dos discos vegetais coletados dos experimentos em
microcosmos foi obtido pela medida da massa de matéria seca (MMS), depois de

submetidos a secagem em estufa a 65-70 °C, até a obtencdo de massa constante.

4.3 Efeito de diferentes fontes de matéria organica vegetal sobre a emissao de
gases de efeito estufa (GEE) em tratamentos em microcosmo

Com o objetivo de avaliar se a degradacao de diferentes fontes vegetais em
sedimentos de manguezais com distintos estados de preservagédo afetam a emissao
de gases do efeito estufa, foram feitas medi¢dbes do ar encontrado sobre o
sedimento que estava confinado em microcosmo.

As quantificacbes dos gases CO2, CHs e N2O foram feitas por meio de
cromatografia gasosa nos tempos de 7, 15, 30 e 60 dias. As amostras de ar foram
analisadas em uma unica injecao de amostra, em cromatégrafo modelo SRI 8610C
Gas Chromatograph, da empresa SRI Instruments. Essas quantificacdes foram feitas
no Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Campos Luiz de Queiroz- CENA USP
(Piracicaba, SP), no prazo de até 5 horas desde o instante em que foram coletadas
dos tratamentos em microcosmo.

4.4 Extragao de DNA da superficie das amostras de material vegetal

Para a obtencdo de acidos nucleicos (DNA) do material celular encontrado
sobre a superficie dos discos vegetais, foram empregados kits comerciais. A
extracao de DNA foi realizada utilizando o kit de extracao de DNA Power Soil™ DNA
Extraction Kit (MoBio), seguindo as instrucbes do fabricante. A qualidade e a
quantidade de DNA obtidos foram avaliadas em gel de agarose e analisadas em foto

documentador.
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4.5 Amplificagao e quantificacao do DNA do dominio bactéria das amostras de
material vegetal por meio de PCR em tempo real

A reacdo de PCR em tempo real (QPCR) foi realizada para quantificacado do
gene 16S de bactérias das amostras de solo. As reagcdes se deram no equipamento
StepOne Real-Time PCR System (Applied Biosystems), utilizando o kit Platinum®
SYBR® Green (Invitrogen). As reacdes de amplificacdo foram feitas para um volume
final de 10 uL por reagéo, contendo 3,9 uL de agua Millig, 5 yL de PCR buffer, 0,05
uL de forvard primer- 338F, 0,05 uL de reverse primer- 533R 1 uL do DNA total das
amostras (MUYZER, 1993). A amplificacao iniciou-se com a desnaturacdo a 94 °C/ 5
minutos, 35 ciclos com desnaturacao a 94 °C/ 30 segundos; anelamento a 55 °C/ 30
segundos; e extensdo a 72 °C/ 30 segundos, e ultima extensdo a 72 °C/ 10 minutos.
Para a curva padrao foram utilizadas as diluicdes 10° a 10’. Os dados para analise

dos resultados foram obtidos por meio do StepOne software v 2.0.

4.6 Amplificacado do DNA das comunidades de bactérias presentes nas
amostras de material vegetal por meio de PCR (polymerase chain reaction)

Para realizar o sequenciamento em larga escala da regidao V6-V7 do gene
16S rRNA das amostras, utilizou-se o forvard primer A-967F (SOGIN, et. al. 2006) e
reverse 1195R (WANG et. al, 2009) e sequéncias de barcodes a extremidade 5’ dos
iniciadores. O reverse primer foi o mesmo para todas as bibliotecas. As reacées de
PCR (Polimerase Chain Reaction) foram amplificadas segundo protocolo de Sogin
(2006). Para obtencao do Mix com um volume final de 25 yL, acrescentou-se 18 pL
de agua ultrapura (Milliq), 2,50 uL de Buffer, 2,50 uL de MgClz, 0,50 pyL de dNTP’s,
0,25 pL de reverse primer e 0,50 yL da Taqg DNA polimerase. Em seguida foram
adicionados 0,25 pL de barcode e 0,50 pyL do DNA das amostras. A reacao foi
realizada em aparelho termociclador 96 Well Thermal Cycler (Applied Biosystems),
programado para o ciclo de 94 °C por 5 minutos (desnaturagdo), seguido de 30
ciclos de 94 °C/ 30 segundos (desnaturagéo); 55 °C/ 30 segundos (anelamento); 72
°C/ 1minuto e 30 segundos (extensao), por fim a ocorreu a extensao finala 72 °C/ 5
minutos. Apds a amplificacao, a reacao foi submetida a corrida em gel de agarose
1% e analisada em fotodocumentador.
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4.7 Quantificacao e purificagiao do produto de PCR

Nesse procedimento foram utilizadas as amostras de DNA obtidas a partir da
técnica de PCR (item 3.6). A quantificacdo foi realizada no aparelho Qubit® 2.0
Fluorometer (Invitrogen, Life Technologies), para obtencdo de 1 uL de DNA na
concentracdo pg/uL. Os resultados foram ajustado de acordo com a curva padrao
Qubit® dsDNA HS Standard #1 e #2, adicionando 10 ML em 190 pL do mix (Qubit
reagente-1 uL/ Qubit buffer-199 pL).

Apos a quantificacao das amostras, as mesmas foram purificadas no E-Gel®
SizeSelect™ 2% Agarose Gel (Life Technologies), utilizando-se como referéncia o
marcador de 100 pb (pares de bases) DNA Ladder (100 a 1000 pb). Inicialmente foi
feito um mix de 5 uL de cada amostra de DNA e destas, 20 yL foram depositadas
nos pogos do E-Gel, e ao final, os mesmos 20 pL (amostra e agua) foram coletados
no tamanho entre 200/300 pb. Em seguida, foi feita a purificacdo em barra
magnética adicionando-se 150 uL de Agencourt® AMPure® XP Reagent em cada

amostra coletada , seguida da adicao de etanol 70% e 30 uL de Low TE, seguindo o
protocolo lon XpressTMPIus gDNA Fragment Library Preparation User Guide.

4.8 Avaliacao da Dinamica da Comunidade Microbiana por Sequenciamento em
Larga Escala

Com o objetivo de avaliar as alteragdes na diversidade microbiana nos
tratamentos em microcosmo, foram realizados experimentos de sequenciamento em
larga escala do gene que codifica o rRNA ribossomal do dominio Bacteria.

A plataforma utilizada para o sequenciamento foi a lon Torrent, da Life
Technologies. Essa plataforma permite o sequenciamento de fragmentos de
aproximadamente 400 pb (pares de base). O sequenciamento foi realizado usando o
instrumento lon torrent PGM system.

Apos extracao de DNA conforme indicado anteriormente (item 3.4), foram
utilizados primers para a amplificacdo dos genes que codificam o rRNA 16S do
dominio Bacteria. As bibliotecas para sequenciamento em larga escala foram
preparadas segundo o protocolo do fabricante (Life Technologies).

Para a confeccao das bibliotecas individuais de cada amostra, foi feita a
juncdo das mesmas, de forma a se obter um pool de fragmentos no qual todas as

amostras foram unidas de forma equimolar, visando evitar ao maximo, a super-
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representacdo de alguma delas. Em seguida foram realizadas as etapas de PCR em
emulsdo e enriquecimento.

Uma vez que as amostras sdo enriquecidas, é feita a adicao dos reagentes
para a reacao de sequenciamento paralelo massivo. Para isso, utilizou-se o lon
Sequencing 400 Kit (Life Technologies), de acordo com as recomendacgdes do
fabricante. O sequenciamento foi realizado utilizando o lon 316™ Chip, e para cada
grupo de 82 amostras foi realizada uma corrida de sequenciamento, o que totalizou
2 corridas.

O sequenciamento nessa plataforma ocorre de maneira ciclica, sendo
baseado na alteracdo de pH (potencial hidrogeniénico) da solugdo onde ocorre a
reacdo de sequenciamento. Quando acontece a incorporagdo de uma base, uma
molécula de hidrogénio € liberada, alterando assim o pH da solugcédo. Essa pequena
alteracdo gera um sinal que € identificado pelo software do equipamento (BARROS,
2012).

A aplicacao desta metodologia permite a classificacdo taxonémica a nivel de
género em 73.5% das sequencias de V6 com alta confianga (3.5% de erro). Além
disso, a aplicacdo de softwares para agrupamento em unidades taxonémicas
operacionais (OTUs), aumenta a resolucdo das comparacgdes a nivel de espécie em

mais de 97% de similaridade.

4.9 Analises das sequéncias obtidas por meio de sequenciamento em larga
escala

As sequéncias obtidas pelo sequenciador PGM lon Torrent foram
posteriormente processadas Utilizando-se o software QIME (Quantitative Insights
Into Microbial Ecology), seguindo o protocolo 454 Overview Tutorial, onde as
amostras foram agrupadas em OTUs a nivel de similaridade de 97% a partir dos
“barcodes”. Através de comandos especificos foram retirados os primers,
sequéncias de cloroplastos, mitocondria e singletons. As chimeras foram
identificadas através do software Mothur e retiradas em seguida, pelo comendo
filter_fasta.py por meio do programa QUIME, o que resultou em sequéncias de
aproximadamente 200 a 230 pb. Dentro de cada OTU gerada, foram separadas as
sequéncias representativas e realizadas as analises taxondmicas baseadas nas
informacgdes obtidas com essas sequéncias, utilizando o método Uclust e o banco de
dados do Greengenes. A partir do comando make_otu_table.py foi gerada uma
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tabela de OTUs e a construcao de arvore filogenética foi gerada a partir do comando
rep_set.tre.

Os graficos de barras para classificacao taxondmica foram gerados a partir do
comando summarize_taxa_through_plots.py, sendo os dados utilizados a nivel de
filo e classe no presente trabalho. As analise de a e B diversidade e comparacdes
entre as bibliotecas serao realizadas pelos softwares Mothur (SCHLOSS et al., 2009)
e Qiime (CAPORASO et al., 2010).

410 Analises estaticas

As analises dos dados foram realizadas através da Analise de Variancia
(TWO-WAY ANOVA) para avaliar as diferencas entre os tratamentos, andlise de
coordenadas principais (PCoA) para visualizar a relacdo entre as amostras e
também foi empregado o teste de analise de varidncia multivariada permutacional
(PERMANOVA), para verificar as diferengcas entre os manguezais, espécie vegetal e

o tempo de decomposicdo. Utilizou-se para as analises estatisticas o aplicativo
PAST (HAMMER, @. et. al. 2001).
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5 RESULTADOS
5.1 Analise da massa de matéria seca (MMS) dos discos de material vegetal

Os resultados da avaliagdo da degradacao do material vegetal demonstram
que houve uma diferenca significativa em relacao ao tempo de degradagcao, nao
sendo observada uma influéncia do local ou planta (Figura 2 e Tabela 4). No
entanto, os tratamentos com a planta Avicennia schaueriana no periodo de 60 dias
foram completamente degradados nos trés manguezais estudados, ndo sendo
possivel a quantificacdo da MMS sob essa condicdo. O mesmo ocorreu para a
amostra LB 60 (Figura 2-A). A maioria dos demais tratamentos apresentou uma
diminuicdo na MMS ao longo do tempo, como ja era esperado, comprovando que o

processo de decomposicao estava ocorrendo nos experimentos em microcosmo.

Tabela 4 - Andlise de variancia (ANOVA) a dois critérios para avaliagdo da Massa de matéria seca
(MMS) dos discos de folhas das plantas de mangue, nos periodos de 7, 15, 30 e 60 dias,
nos manguezais de Bertioga (A), Bertioga Contaminado (B) e Cananéia (C). Fator A: local

e amostra, Fator B: tempo.

TWO-WAY ANOVA
Soma dos Graus de Quadrados

Razao F p-valor

quadrados liberdade médios
Fator A  0,00340809 8 0000426011 1079 03873
Fator B:  0,00417816 3 000139272 3529 001905
Interagdo dos 1155606 24 0000427899 1084 03828

fatores:
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Figura 2 - Massa de matéria seca (MMS) dos discos de folhas das plantas de mangue nos periodos
de 7, 15, 30 e 60 dias nos manguezais de Bertioga (A), Bertioga Contaminado (B) e
Cananéia (C). AB - Avicennia schaueriana, no manguezal de Bertioga nos tempos 7,15 e
30 dias. ABC- Avicennia schaueriana, no manguezal de Bertioga com contaminagéo nos
tempos 7,15, e 30 dias. AC - Avicennia schaueriana, no manguezal de Cananéia nos
tempos 7,15 e 30 dias. LB - Laguncularia recemosa, no manguezal de Bertioga nos tempos
7,15 e 30 dias. LBC - Laguncularia recemosa, no manguezal de Bertioga com
contaminagdo nos tempos 7,15 e 30 dias. LC - Laguncularia recemosa, no manguezal de
Cananéia nos tempos 7,15, 30 e 60 dias. RB - Rhizophora mangle, no manguezal de
Bertioga nos tempos 7,15, 30 e 60 dias. RBC - Rhizophora mangle, no manguezal de
Bertioga com contaminagédo nos tempos 7,15, 30 e 60 dias. RC — Rhizophora mangle, no
manguezal de Cananéia nos tempos 7,15, 30 e 60 dias.

5.2 Analises das emissoes de gases de efeito estufa (GEE) em tratamentos em
microcosmos
5.2.1 Quantificacao das emissoes de N20O
A analise da quantificacdo das emissées do gas N2O indica que foram
percebidas diferengas significativas para o tempo, local e planta, sendo que o fator
tempo foi o que mais influenciou a emisséo desse gas (Tabela 5). Os tratamentos
AB7 e LC15 foram os que apresentaram os maiores valores de emissao (Figura 3).
Picos de emissdao de N2O foram observados para as plantas Avicennia
schaueriana e Rhizophora mangle nos estadios iniciais de decomposicao (T7),

porém verificou-se uma diminuigdo nessas emissdes, conforme ocorreu o avango
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desse processo nos manguezais de Bertioga e Bertioga Contaminado. No
manguezal de Cananéia as maiores quantidades de emissao foram encontradas no
tempo de 15 dias para todos os tratamentos, sucedendo uma redugao gradual apos
esse periodo (Figura 3).

Tabela 5 - Analise estatistica TWO-WAY ANOVA (Andlise de variancia ANOVA a dois critérios) para

emissao de N,O nos periodos de 7, 15, 30 e 60 dias, nos manguezais de Bertioga (A),
Bertioga Contaminado (B) e Cananéia (C). Fator A: local e amostra, Fator B: tempo.

TWO-WAY ANOVA

Somados Grausde Quadrados

quadrados liberdade médios RazdoF  p-valor

Fator A: 22956,9 11 2086,99 2,101 0,02724
Fator B: 49386,1 3 16462 16,57 9,38E-09
Interacao dos
¢ 205185 33 6217,74 6,259 9,12E-13
fatores:
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Figura 3 - Emissdes de N,O em partes por bilhdo em experimentos de microcosmo nos tempos 7, 15,

30 e 60 dias, nos manguezais de Bertioga (A), Bertioga Contaminado (B) e Cananéia (C).
AB - Avicennia schaueriana, no manguezal de Bertioga nos tempos 7, 15, 30 e 60 dias.
ABC- Avicennia schaueriana, no manguezal de Bertioga com contaminagdo nos tempos
7,15, 30 e 60 dias. AC - Avicennia schaueriana, no manguezal de Cananéia nos tempos 7,
15, 30 e 60 dias. LB - Laguncularia recemosa, no manguezal de Bertioga nos tempos 7,15,
30 e 60 dias. LBC - Laguncularia recemosa, no manguezal de Bertioga com contaminagao
nos tempos 7, 15, 30 e 60 dias. LC - Laguncularia recemosa, no manguezal de Cananéia
nos tempos 7, 15, 30 e 60 dias. RB - Rhizophora mangle, no manguezal de Bertioga nos
tempos 7, 15, 30 e 60 dias. RBC - Rhizophora mangle, no manguezal de Bertioga com

<
Tratamento/tempo
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contaminagdo nos tempos 7, 15, 30 e 60 dias. RC — Rhizophora mangle, no manguezal de
Cananéia nos tempos 7, 15, 30 e 60 dias.

5.2.2 Quantificacao das emissoes de CO:

Em relagdo a emissdo de CO: tratamento e tempo foram considerados
significativos, com o tempo tendo uma maior influéncia sob as taxas de emisséao
desse gas do que o local e as amostras (Tabela 6). O tratamento com a planta
Rhizophora mangle exibiu taxas altas de emissao inicial tanto para o manguezal de
Bertioga, quanto para Bertioga Contaminado (Figura 4). Os maiores valores foram
obtidos no tempo de 7 dias, para os tratamentos AB7, RB7 e RBC7.

Os manguezais de Bertioga e Bertioga Contaminado apresentaram maior
estabilidade em seus valores de emissdao do que o manguezal de Cananéia. Exceto
para as trés amostras citadas acima, que no tempo de 7 dias apresentaram picos
altos, os demais valores dentro destes dois locais foram bem homogéneos. Ja o
manguezal de Cananéia obteve resultados bem mais instaveis durante todo o
processo de quantificacao (Figura 4).

Tabela 6- Analise estatistica TWO-WAY ANOVA (Analise de varidancia ANOVA a dois critérios) para

emissao de CO, nos periodos de 7, 15, 30 e 60 dias, nos manguezais de Bertioga (A),
Bertioga Contaminado (B) e Cananéia (C). Fator A: local e amostra, Fator B: tempo

TWO-WAY ANOVA

Somados Graus de Quadrados

quadrados liberdade = médios RazaoF p-valor

Fator A: 3,94E+06 11 358515 68,56 1,82E-40

Fator B: 1,93E+06 3 642959 1229 9,24E-33
Interacao dos

fatores:

1,00E+07 33 303061 57,95 4,78E-50
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Figura 4 - Emissdes de CO, em partes por bilhdo em experimentos de microcosmo nos tempos 7, 15,
30 e 60 dias, nos manguezais de Bertioga (A), Bertioga Contaminado (B) e Cananéia (C).
AB - Avicennia schaueriana no manguezal de Bertioga nos tempos 7, 15, 30 e 60 dias.
ABC- Avicennia schaueriana no manguezal de Bertioga com contaminagdo nos tempos
7,15, 30 e 60 dias. AC - Avicennia schaueriana no manguezal de Cananéia nos tempos 7,
15, 30 e 60 dias. LB - Laguncularia recemosa, no manguezal de Bertioga nos tempos 7,15,
30 e 60 dias. LBC - Laguncularia recemosa no manguezal de Bertioga com contaminagéo
nos tempos 7, 15, 30 e 60 dias. LC - Laguncularia recemosa, no manguezal de Cananéia
nos tempos 7, 15, 30 e 60 dias. RB - Rhizophora mangle, no manguezal de Bertioga nos
tempos 7, 15, 30 e 60 dias. RBC - Rhizophora mangle, no manguezal de Bertioga com
contaminaga@o nos tempos 7, 15, 30 e 60 dias. RC — Rhizophora mangle, no manguezal de
Cananéia nos tempos 7, 15, 30 e 60 dias.

5.2.3 Quantificacao das emissoes de CH4

Para CHs somente o local foi considerado significativo (Tabela 7). Os
manguezais de Bertioga e Bertioga Contaminado exibiram taxas de emissdes mais
homogéneas (Figura 5 A e B) entre seus tratamentos do que o manguezal de
Cananéia, neste Ultimo as taxas de emissdo foram bem menos uniformes do que
nos demais. As amostras LC 30, LC 60, RC 30 e RC 60 apresentaram os maiores de

emissao de gas metano.
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Tabela 7 - Andlise estatistica TWO-WAY ANOVA (Andlise de variancia ANOVA a dois critérios) para
emissao de CH, nos periodos de 7, 15, 30 e 60 dias, nos manguezais de Bertioga (A),
Bertioga Contaminado (B) e Cananéia (C). Fator A: local e amostra, Fator B: tempo.

TWO-WAY ANOVA

Somados Graus de Quadrados
quadrados liberdade médios

Razao F p-valor

Fator A: 625965 11 0569059 3,659 000024
Fator B: 0455879 3 015196 09771 04069
Interagdo dos g 33 0423569 2724 7.87E-05
fatores:
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Figura 5 - Emissdes de CH, em partes por milh&o em experimentos de microcosmo nos tempos 7, 15,
30 e 60 dias, nos manguezais de Bertioga (A), Bertioga Contaminado (B) e Cananéia (C).
AB - Avicennia schaueriana, no manguezal de Bertioga nos tempos 7, 15, 30 e 60 dias.
ABC- Avicennia schaueriana, no manguezal de Bertioga com contaminagdo nos tempos
7,15, 30 e 60 dias. AC - Avicennia schaueriana, no manguezal de Cananéia nos tempos 7,
15, 30 e 60 dias. LB - Laguncularia recemosa, no manguezal de Bertioga nos tempos 7,15,
30 e 60 dias. LBC - Laguncularia recemosa, no manguezal de Bertioga com contaminagéo
nos tempos 7, 15, 30 e 60 dias. LC - Laguncularia recemosa, no manguezal de Cananéia
nos tempos 7, 15, 30 e 60 dias. RB - Rhizophora mangle, no manguezal de Bertioga nos
tempos 7, 15, 30 e 60 dias. RBC - Rhizophora mangle, no manguezal de Bertioga com
contaminagao nos tempos 7, 15, 30 e 60 dias. RC — Rhizophora mangle, no manguezal de

Cananéia nos tempos 7, 15, 30 e 60 dias.
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5.3 Quantificacao de rrs (16S rRNA) por cm? de massa foliar dos discos de
matéria vegetal por gPCR (PCR em tempo real)

Os resultados de qPCR indicam que ndo houve diferenca significativa entre
os tratamentos, com os trés manguezais e as trés espécies de planta apresentando

quantidades de s que nao diferiram entre si ao longo do processo de

decomposigao.

Tabela 8 - Analise estatistica TWO-WAY ANOVA (Analise de variancia ANOVA a dois critérios) para
quantificag@o de cépias de rrs por cm? de massa foliar dos discos de matéria vegetal das
plantas de mangue por qPCR nos periodos de 7, 15, 30 e 60 dias, nos manguezais de
Bertioga (A), Bertioga Contaminado (BC) e Cananéia. Fator A: local e amostra, Fator B:

tempo
TWO-WAY ANOVA
Somados Graus de Quadrados Razio F b-valor
quadrados liberdade médios P
Fator A: 4 24E+15 8 529E+14 0,7764 0,6247
Fator B: 9,25E+14 3 3,08E+14 0,4523 0,7164
Interagdo dos /. 15 24 518E+14 0759 0,7725
fatores:
A B
1E+09 16409
'Exoooooom 'g;gmm E =
E R : E 10000000 :
mg&s~esegrsg mg:’ss~rsa~ss$
-¥-&-8 0.5 0¥ 5 0 TP IHLISNESE
Tratamento/tempo 15 S :ra!a:'ner:tlon;!p: =
C
':E’wooooooo

Tratamento/tempo

Figura 6 - Quantificacdo de cépias de s por cm® de massa foliar dos discos de matéria vegetal das
plantas de mangue por qPCR nos periodos de 7, 15, 30 e 60 dias, nos manguezais de
Bertioga (A), Bertioga Contaminado (B) e Cananéia (C). AB - Avicennia schaueriana, no
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manguezal de Bertioga nos tempos 7,15 e 30 dias. ABC- Avicennia schaueriana, no
manguezal de Bertioga com contaminagédo nos tempos 7,15, 30 e 60 dias. AC - Avicennia
schaueriana, no manguezal de Cananéia nos tempos 7, 15, 30 e 60 dias. LB - Laguncularia
recemosa, no manguezal de Bertioga nos tempos 7,15, 30 e 60 dias. LBC - Laguncularia
recemosa, no manguezal de Bertioga com contaminagao nos tempos 7,15, 30 e 60 dias.
LC - Laguncularia recemosa, no manguezal de Cananéia nos tempos 7,15, 30 e 60 dias.
RB - Rhizophora mangle, no manguezal de Bertioga nos tempos 7,15, 30 e 60 dias. RBC -
Rhizophora mangle, no manguezal de Bertioga com contaminag¢do nos tempos 7,15, 30 e
60 dias. RC — Rhizophora mangle, no manguezal de Cananéia nos tempos 7,15, 30 e 60
dias.



47

5.4 Estrutura das comunidades microbianas durante decomposi¢cao de

material vegetal

A tabela 9 mostra 0 nUmero de sequéncias € de OTUs em cada um dos
tratamentos estudados durante os diferentes estadios de decomposi¢cao do material
vegetal. Nela & possivel perceber que para algumas amostras esses valores
aumentaram ao longo do tempo, como no caso da planta Aviccenia no manguezal
de Bertioga, enquanto que para outros tratamentos esses valores diminuiram, como
no caso da planta Aviccenia no manguezal de Cananéia.

Tabela 9 - Numero de sequéncias e OTUs (Unidades Taxondmicas Operacionais) obtidas pelo
sequenciamento em larga escala do gene 16S rRNA, obsenadas durante os estadios de

decomposi¢cdo do material vegetal, nos periodos de 7, 15, 30 e 60 dias, nos manguezais
de Bertioga (A), Bertioga Contaminado (BC) e Cananéia.
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Manguezal Tratamentos n°de sequéncias* n° de OTUs*

AB7 843067 1012,67

AB15 1228767 1983,33

AB 30 10388,33 2088,33

LB7 14351,67 1781,67

LB 15 21885,00 2407,33

_ LB 30 13068,33 1931,33
Bertioga

L B 60 10128,00 1998,00

RB7 9057,67 1768,00

RB 15 16562,33 2508,00

RB 30 7059,67 1484,33

R B 60 7968,67 2636,00

ABC?7 16110,00 1661,67

ABC 15 16757,67 2509,33

A BC 30 9789,33 1801,67

A BC 60 7903,67 1710,33

LBC7 12271,33 2555,33

, LBC 15 35324,00 1829,00

Coite:%‘;gz o L BC 30 34021,00 1983,33

L BC 60 722733 1609,00

RBC7 13205,00 1771,67

R BC 15 16822,33 2047,67

R BC 30 21110,00 2486,33

R BC 60 5826,00 1957,33

AC7 979667 1148,33

AC15 14897,67 1633,33

AC30 14843,33 2053,33

AC60 3909,00 1052,00

LC7 31445,00 2911,33

Conanéia LC15 21917,00 2143,67

L C 30 16990,33 1825,00

L C 60 11491,00 1403,67

RC7 25834,67 2000,33

RC 15 26651,33 2292,00

R C 30 13187,67 1812,67

R C 60 9415,67 1652,67

* Valores expressos em médias

AB - Avicennia schaueriana no manguezal de Bertioga nos tempos 7,15 e 30 dias. ABC- Avicennia
schaueriana no manguezal de Bertioga com contaminagdo nos tempos 7,15, e 30 e 60 dias. AC -
Avicennia schaueriana no manguezal de Cananéia nos tempos 7,15 e 30 e 60 dias. LB - Laguncularia
recemosa, no manguezal de Bertioga nos tempos 7,15 e 30 e 60 dias. LBC - Laguncularia recemosa,
no manguezal de Bertioga com contaminagdo nos tempos 7,15, 30 e 60 dias. LC - Laguncularia
recemosa, no manguezal de Cananéia nos tempos 7,15, 30 e 60 dias. RB - Rhizophora mangle, no
manguezal de Bertioga nos tempos 7,15, 30 e 60 dias. RBC - Rhizophora mangle, no manguezal de
Bertioga com contaminagdo nos tempos 7,15, 30 e 60 dias. RC — Rhizophora mangle, no manguezal
de Cananéia nos tempos 7,15, 30 e 60 dias.

5.4.1 Diversidade alfa (a) das comunidades de bactéria presentes nas amostras

A analise das sequéncias originou valores de alfa diversidade (PD -
phylogenetic diversity) dos tratamentos (Figura 7). Segundo os resultados, todos os
diferentes tratamentos apresentaram um aumento de diversidade ao longo do

tempo, denotando assim uma maior diversidade nos estadios finais do processo de



49

decomposicdo de material vegetal. O tratamento RBC60 exibiu o maior valor,

enquanto o tratamento RC7 apresentou o valor mais baixo.

indice PD Whole tree
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Figura 7 - indice PD (phylogenetic diversity) nos manguezais de Bertioga (A), Bertioga Contaminado

(B) e Cananéia (C). AB - Avicennia schaueriana no manguezal de Bertioga nos tempos
7,15 e 30 dias. ABC- Avicennia schaueriana no manguezal de Bertioga com contaminagao
nos tempos 7,15, 30 e 60 dias. AC - Avicennia schaueriana no manguezal de Cananéia
nos tempos 7, 15, 30 e 60 dias. LB - Laguncularia recemosa, no manguezal de Bertioga
nos tempos 7,15, 30 e 60 dias. LBC - Laguncularia recemosa, no manguezal de Bertioga
com contaminagdo nos tempos 7,15, 30 e 60 dias. LC - Lagunculania recemosa, no
manguezal de Cananéia nos tempos 7,15, 30 e 60 dias. RB - Rhizophora mangle, no
manguezal de Bertioga nos tempos 7,15, 30 e 60 dias. RBC - Rhizophora mangle, no
manguezal de Bertioga com contaminagdo nos tempos 7,15, 30 e 60 dias. RC -
Rhizophora mangle, no manguezal de Cananéia nos tempos 7,15, 30 e 60 dias.

5.4.2 Frequéncia relativa das sequéncias ribossomais das classes mais
abundantes

Os resultados obtidos pelo sequenciamento em larga escala revelaram que a

maioria das sequéncias obtidas pertence a classe Gammaproteobacteria, que foi a

mais abundante independente da espécie vegetal ou manguezal analisado. Também

€ possivel observar que essa classe ocorre em maior porcentagem no manguezal de
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Cananéia (56,01%), em comparagao com Bertioga (43,3%) e Bertioga Contaminado
(50,1%). As demais classes mais representativas foram Alphaproteobactéria,
Deltaproteobacteria, Clostridia, Flavobacteria, Bacteroidia, Epsilonproteobacteria,
Actinobacteria e os grupos ainda nao assinados.

Alguns grupos apresentaram reducao na sua abundancia durante os estadios
finais do processo de decomposicdo do material vegetal (30 e 60 dias), sendo
constatada uma diminuicdo bem acentuada, principalmente para a classe
Gammaproteobacteria, com valores de reducao de mais de 50% para algumas
amostras.
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Figura 8 - Frequéncia relativa das sequéncias ribossomais das classes mais abundantes, acima de
1%, presentes em diferentes estadios de decomposicado de material vegetal. AB - Avicennia
schaueriana no manguezal de Bertioga nos tempos 7, 15 e 30 dias. ABC- Avicennia
Schaueriana no manguezal de Bertioga com contaminagdo nos tempos 7, 15, e 30 e 60
dias. AC - Avicennia schaueriana no manguezal de Cananéia nos tempos 7, 15 e 30 e 60
dias. LB - Laguncularia recemosa, no manguezal de Bertioga nos tempos 7, 15 e 30 e 60
dias. LBC - Laguncularia recemosa, no manguezal de Bertioga com contaminagdo nos
tempos 7, 15, 30 e 60 dias. LC - Laguncularia recemosa, no manguezal de Cananéia nos
tempos 7, 15, 30 e 60 dias. RB - Rhizophora mangle, no manguezal de Bertioga nos
tempos 7, 15, 30 e 60 dias. RBC - Rhizophora mangle, no manguezal de Bertioga com
contaminagdo nos tempos 7, 15, 30 e 60 dias. RC — Rhizophora mangle, no manguezal de
Cananéia nos tempos 7, 15, 30 e 60 dias.
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5.4.3 Diversidade beta (B).

As analises das sequéncias obtidas pelo sequenciamento em larga escala do
gene rRNA 16S demostraram que durante o processo de decomposi¢do ocorreu
uma sucessao entre os grupos de bactérias ao longo dos tempos analisados. Foram
identificados grupos de micro-organismos dominantes em todas as etapas desse
processo. Os organismos prevalecentes nas etapas iniciais foram denominados
como pioneiros (7 dias) e iniciais (15 dias). Ja os que foram mais representativos nos
estadios mais avangados de decomposicao foram denominados intermediarios (30
dias) e tardios (60 dias).

Para ser enquadrado dentro de uma das nomenclaturas propostas para as
diferentes fases de decomposicao, a abundancia de determinada OTU de bactérias

em um determinado estadio, deve exceder a sua soma em todos os demais estadios
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(Figura 9). Aqueles grupos que ndo se enquadraram nos grupos acima

mencionados, foram considerados generalistas.
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Figura 9 - Distribuicdo das classes mais abundantes, acima de 1%, presentes em diferentes estadios
de decomposicdo de material vegetal nos manguezais de Bertioga, Bertioga Contaminado

Cananéia. Pioneiras (7 dias), Iniciais (15 dias), Intermediarias (30 dias) e Tardias (60 dias)

Ao considerar a frequéncia das OTUs obtidas pelo sequenciamento em larga
escala, percebe-se a predominancia de determinados grupos durante os estadios de
decomposicao foliar (Figura 10). Em particular, a classe Gammaproteobacteria foi
observada com maior frequéncia nos estadios iniciais de degradacao. Ja a classe
Alphaproteobacteria teve a sua predominancia acentuada nos estadios mais
avancados.

Os resultados obtidos indicam que o processo de sucessao ecolégica ocorreu
durante a decomposicao do material vegetal, onde foi possivel perceber mudancas

na estruturacdo das comunidades bacterianas ao longo do periodo estudado.
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Figura 10 - Distribuicdo das classes identificadas em diferentes estadios de decomposi¢cdo de material
vegetal nos manguezais de Bertioga, Bertioga Contaminado e Cananéia. Pioneiras (7

dias), Iniciais (15 dias), Intermediarias (30 dias) e Tardias (60 dias).

A analise de PCoA (Analise de coordenadas principais) demostrou uma
variacao no total de 21.12% do total das amostras, sendo que o eixo 1 apresentou
14.50% e o eixo 2 demonstrou 6.62% (Figura 11-A). E possivel perceber que o
manguezal de Bertioga foi 0 que exibiu um maior agrupamento dentro de suas
amostras, sugerindo um possivel nivel de similaridade maior entre os grupos que
compde a comunidade deste local, como um todo (Figura 12-B).

Ja nos manguezais de Bertioga Contaminado (Figura 12-C) e Cananéia
(Figura 12-D) é possivel observar um agrupamento das amostras em relacao a
espécie de planta. Os dados sugerem que espécies Avicennia schaueriana e
Rhizophora mangle agrupam comunidades mais similares entre si, sendo possivel
observar uma importancia do tempo de decomposicdo na determinacdo desse

agrupamento.
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Figura 11 - Andlise de coordenadas principais (PCoA) a partir dos resultados obtidos por

sequenciamento em larga escala do gene 16S rRNA, dos grupos de bactérias
presentes nas amostras de material foliar em diferentes estadios de decomposicéo, nos
tempos: 7, 15, 30 e 60 dias. A — Considerando todas as amostras, B — Somente o

manguezal de Bertioga, C — Somente o manguezal de Bertioga Contaminado ¢ D —
Somente o0 manguezal de Cananéia.

5.4.4 PERMANOVA
A analise PERMANOVA apontou diferencas significativas (p > 0,05%) entre

as OTUs (Unidades Taxondmicas Operacionais) para todas as variaveis estudadas,
exceto dentro dos tempos de decomposicido de 15 e 30 dias. Esses resultados
indicam que ha uma menor diferenciacdo entre os grupos presentes nos estadios

intermediarios do processo de decomposicao foliar.
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6 DISCUSSAO
6.1 Analise da massa de matéria seca (MMS) dos discos de material vegetal

Dentro de um ecossistema manguezal, o material vegetal que cai no
sedimento integra um longo reservatério de carbono, e representa uma energia em
potencial disponivel para a cadeia tréfica desse ambiente. Aproximadamente de 30 a
50% da matéria organica em manguezais sao lixiviaveis, sendo geralmente
constituida por compostos que sao soluveis em agua, tais como taninos e agucares.
A fracdo remanescente da matéria organica contém polimeros estruturais da planta,
também conhecidos como lignocelulose. Esse polimero € decomposto por bactérias
e fungos, porém é indigesto para a maioria dos animais (BENNER; HODSON, 1985).

Estudos prévios realizados para avaliar a taxa de decomposicao de folhas de
plantas de mangue, indicam que as fases iniciais de degradacao do material vegetal
s&o0 extremamente importantes nesse processo. E nessa fase que sucede a retirada
das substancias mais labeis, ocorrendo assim o incremento na quantidade de
lignina, o que torna a porcdo remanescente mais recalcitrante ao processo de
degradacao (BENNER; HODSON, 1985).

Segundo Aké-Castillo et al. (2006), a decomposicao de folhas ocorre
ativamente nos dois primeiros meses e esse processo pode ser atribuido
principalmente a acdo de bactérias e fungos. Métodos para avaliar a degradacéo de
material vegetal reproduzidos em experimentos em microcosmos, tais como os
apresentados neste trabalho, séo validos, porém eles conseguem propiciar apenas
uma visao superficial do que realmente esta ocorrendo, pois o0 microhabitat e o
microclima controlados podem ser bem diferentes dos encontrados em um ambiente
natural.

Pinto (2010) avaliou a taxa de decomposicdo de Rhizophora mangle e
Avicennia schaueriana em manguezais de Santa Catarina, e a variacao temporal foi
o que mais influenciou a decomposicdo das duas espécies nos diferentes
manguezais estudados, com diferencas significativas entre o inicio (7, 15, 30) e o
final (60 a 120) dias do experimento.

Bomfim (2012) estudou o processo de degradagdo de R. mangle e L.
racemosa em um manguezal da Bahia, e observou que o tipo de planta apresentou
diferencas significativas no processo de decomposigéo. A planta Rhizophora obteve

valores de decomposicdo maiores do que Laguncularia recemosa, demonstrando
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gue a composicao quimica da planta pode influenciar se esta sera mais palatavel ou
nao, aos organismos que estao agindo no processo de degradacao.

Mendonga (2006) realizou experimentos para avaliar a decomposicao de
Rhizophora, Avicennia e Laguncularia, e os resultados apontam que as trés
espécies vegetais estudadas se comportaram de maneira diferenciada. A planta
Avicennia germinans apresentou a taxa mais acelerada, enquanto R. mangle teve a
decomposi¢do mais lenta. O autor argumenta que as taxas de nitrogénio e fésforo
presentes em A. germinans, podem influenciar as preferéncias dos organismos
decompositores em relagado a essa espécie, acelerando este processo. Matos et al.
(2007) também obtiveram resultados que sugerem uma maior degradabilidade de A.
germinans em comparacao com as demais espécies estudadas.

Segundo Adaime (1985) a velocidade de decomposicao de material foliar em
manguezais pode variar de acordo com diversos fatores, tais como o local onde
estas folhas caem, o local para onde serao transportadas, a natureza e idade deste
material e também a espécie de planta a ser decomposta. Portanto, todos esses
fatores, juntamente com as variaveis ambientais encontradas nos manguezais, mais
0os grupos de organismos presentes no processo de degradacao, influenciam as
taxas de decomposicdo do material foliar, bem como a renovacdo de nutrientes

dentro deste ecossistema.

6.2 Analises das emissoes de gases de efeito estufa (GEE) em tratamentos em
microcosmos

As emissbes dos gases CO,, CHs e N2O ocasionam o efeito estufa e
consequentemente contribuem para o aquecimento global (HAINES, 2001). Regides
costeiras como os manguezais vém sendo citadas como possiveis colaboradoras
para 0 aumento desses gases na atmosfera, porém os fluxos de CHs e N2O ainda
foram pouco caracterizados nesses ambientes quando comparados com a emissao
de COo.. Trabalhos realizados com o intuito de quantificar a emissdo dos GEE em
manguezais de diferentes paises, relatam que o fluxo de emissao desses gases
parece ser regulado pelas caracteristicas do sedimento, e principalmente, esta
positivamente relacionado com a quantidade de carbono e nutrientes disponiveis
(NEVISSON et al, 1995; BANGE et al., 1996; ALLEN et al,, 2007; CHEN et al,,
2010).
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Regides costeiras localizadas em latitudes baixas sado fontes liquidas de
liberacao de CO- para a atmosfera, apresentando altas taxas de respiragdo e
supersaturacdo de COq dissolvido (ALONGUI et al., 1993; HOLGUIN et al., 1999;
ALONGUI et al., 2014).

Chen et al. (2010) obtiveram resultados significativos para a emissdo de CHs
e N2O em um manguezal do sul da China. Ja em outro estudo realizado em um
manguezal na Indonésia, 0 mesmo autor conclui que apesar do sedimento dessa
area ser rico em fontes de carbono e nitrogénio, as emissées de GEE sao baixas e
podem ser consideradas insignificantes (CHEN et al., 2014).

Em um manguezal na regiao do Caribe, Konnerup et al. (2014) demostraram
que as emissdes de GEE provenientes do sedimento foram significativas tanto para
CHs4 quanto para N20O. Contudo, foram observadas grandes variagbes entre as
guantidades dessas emissdes.

Diversos autores concluem que essas diferencas observadas nos resultados
de emissdo de GEE em manguezais em diferentes localidades reflete a alteracao de
fatores temporais e espaciais que estao influenciando as taxas de emissbes dentro
desse ecossistema. Isso provavelmente ocorre porque manguezais situam-se em
areas que sao influenciadas por processos de variagdes diurnas e sazonais nas
caracteristicas de seu sedimento, entre outros fatores (KONNERUP et al., 2014;
BARNES et al., 2006; ROMIGH et al., 2006; ALLEN et al., 2011).

Baixos fluxos de emissao de CO. e CHs foram observados em estudos
realizados em manguezais. No entanto, mais trabalhos relacionados a quantificacao
da emissdo de GEE em manguezais brasileiros precisam ser realizados,
principalmente levando em consideracdo as variacbes sazonais. Esse atributo,
juntamente com as propriedades do sedimento e a quantidade de matéria organica
disponiveis, sdo fundamentais para inferir se determinado manguezal emite taxas
significativas de gases de efeito estufa, contribuindo para o aumento da temperatura

global.

6.3 Quantificagao de rrs (16S rRNA) por cm? de massa foliar dos discos de
matéria vegetal por gPCR (PCR em tempo real)

Nas ultimas duas décadas as metodologias independentes de cultivo
sofreram um grande avango, e por meio de técnicas moleculares, vém ocorrendo

uma revolugdo no conhecimento da diversidade microbiana. Essas metodologias
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vém possibilitando a descricdo de muitos grupos de micro-organismos, dentre eles,
grupos de bactérias. Essas abordagens permitem que inferéncias mais precisas e
abrangentes sejam realizadas, agregando maiores informagdes sobre a alfa
diversidade e diversidade funcional de diversos ambientes (GHIZELINI et al., 2012).

Os resultados de quantificagdo do Dominio bactéria por meio de PCR
quantitativo (QPCR) nao apresentaram diferencas significativas entre os tratamentos
estudados. Nao foi apontado incremento ou reducdo nas quantidades de s em
nenhuma das etapas de decomposicao do material vegetal.

Esses resultados corroboram com os encontrados por Lima (2012), que
realizou quantificagcdo do gene rRNA 16S de bactérias nos manguezais de Bertioga,
Bertioga contaminado e Cananéia e também nao observou diferencas significativas
no numero de copias desse gene entre os tratamentos. Todos os locais e pontos
amostrados pela autora se apresentaram bastante homogéneos.

Ja Lopez 2013 encontrou uma maior abundancia de bactérias no manguezal
de Bertioga Contaminado, em comparacdo com Bertioga e Cananéia. A autora
levanta a hipétese de que a contaminacdo por petrdleo que ocorreu nesse
manguezal pode ter favorecido o desenvolvimento, e consequentemente, uma maior
abundancia de bactérias nessa area. Esses resultados reforcam os encontrados
previamente por Taketani et al. 2009, que também observaram uma correlacao
positiva entre o efeito do 6leo e a quantidade de bactérias nas mesmas areas de
estudo.

Apesar das variacbes na quantificacdo de bactérias observadas nos
diferentes estudos realizados nessas areas, € incontestavel a importancia das
comunidades bacterianas dentro do sedimento desse ecossistema. Diversos
trabalhos ressaltam a relevancia dessas comunidades para o funcionamento desse
habitat, seja atuando na decomposicio de folhas e liberando nutrientes para as

plantas, ou nos diversos ciclos biogeoquimicos das quais essas fazem parte.

6.4 Diversidade alfa (a) das comunidades de bactéria presentes nas amostras

O aumento da alfa diversidade observado nos estadios finais de
decomposicao foliar pode ser uma indicagdo de que mais espécies de bactérias
estejam envolvidas nos estadios mais avancados desse processo. Nessas etapas,

geralmente € observada uma maior recalcitrancia do material vegetal, devido a
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retirada da parte que € mais facilmente degradavel, restando assim a porcao foliar
mais resistente.

O aumento da diversidade de espécies observado para a maioria das
amostras no tempo de 60 dias pode estar relacionado com o declinio da abundancia
da classe Gammaproteobacteria nos estadios mais avangados de decomposi¢do
(Figura 8). Essa classe foi a predominante nos estadios iniciais da degradacao foliar,
porém teve um declinio bem acentuado nos tempos de decomposi¢ao de 60 dias
para grande parte dos tratamentos. Nesse periodo também pdde ser observada uma
maior ocorréncia de alguns grupos minoritarios.

Xu et al. 2013 também observaram aumento na diversidade de bactérias
durante os estadios finais do processo de decomposigéo foliar em um curso d’agua.
O autor ressalta que uma possivel explicacdo para essa ocorréncia € a mudanga nas
propriedades quimicas da folha durante os estadios avangados de degradacéo.

Lima et. al. 2012 estudou comunidades bacterianas nos mesmos manguezais
de Bertioga, Bertioga Contaminado e Cananéia e observou que este Ultimo abriga
maior riqueza e diversidades do que os demais, sugerindo que as alteracbes
ambientais ocasionadas devido a contaminagdo na regiao de Bertioga, podem ter
influenciado a reducéo da diversidade microbiana nesse ambiente.

Segundo Thompson et al. (2013) o alto nivel de diversidade encontrado em
manguezais € algo esperado, uma vez que nesse ambiente, multiplas espécies
podem executar fungdes similares, importantes para a manutengdo desse habitat.
Sendo assim, elas podem auxiiar na manutencdo da estabilidade desse
ecossistema mesmo durante perturbacdes ambientais.

Apo6s a folhar cair e alcangar o sedimento, 0os micro-organismos crescem
rapidamente nesse substrato, utilizando aqueles compostos que sdo mais facilmente
degradados, tais como agulcares e aminoacidos. Os organismos que estao atuando
nesse processo de decomposi¢ao sao afetados pela qualidade da folha, juntamente
com as condigbes ambientais. Com o avango do processo de degradacgao, ocorrem
mudangas na composi¢cao do material foliar, e consequentemente, as comunidades
decompositoras também estdo suscetiveis a sofrerem alteragbes em sua
estruturacao (XU et al,, 20013).
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6.5 Frequéncia relativa das sequéncias ribossomais das classes mais
abundantes

Os resultados obtidos neste trabalho evidenciam a dominancia do filo
Proteobacteria na decomposicao de folhas em manguezais, corroborando com
diversos estudos que mostram que tais organismos s&o muito importantes na
dindmica de diversos solos (WILL et al., 2010; NACKE et al., 2011; DIAS et al,
2012).

Este filo corresponde ao maior grupo bacteriano, com morfologia e
metabolismo muito diversificados, incluindo micro-organismos que realizam
fotossintese, os heterotréficos e aqueles que sao quimiolitotréficos. Devido a essa
caracteristica de abrigar uma elevada diversidade fisiolégica, o filo Proteobacteria
costuma ser predominante em ambientes que apresentem elevadas variagcbes
ambientais (ETEMA et al., 2009). Neste trabalho, as cinco classes que integram
esse filo estiveram presentes na maioria das amostras (Figura 8).

Ao longo dos ultimos anos, diversos trabalhos vém estudando e ressaltando a
importancia de bactérias em manguezais ao redor do globo. Estes estudos vém
evidenciando a contribuicdo desses organismos para a manutengdo dos processos
ecoloégicos que estdo acontecendo nesse ambiente. Com o avango das técnicas
independentes de cultivo, cada vez mais informacdes estdo sendo geradas,
possibilitando uma melhor compreensdo da diversidade, funcdo e estruturacao
dessas comunidades.

Ao estudar a estruturacdo de comunidades bacterianas durante degradacao
de material vegetal provenientes de um curso d’agua, em experimentos em
microcosmo, Xu et al. (2013) também identificaram o filo Proteobacteria como o mais
abundante, com os estadios iniciais de degradacao sendo dominados pelas classes
Betaproteobacteria e/ou Gammaproteobacteria. Os autores também observaram um
declinio desta dUltima classe nos estadios finais de degradacdo, com
Alphaproteobacteria se tornando predominante nessas condigdes.

No presente trabalho, os manguezais de Bertioga e Cananéia apresentaram
guantidades de Alphaproteobactéria (12,4 e 13,2% respectivamente), inferiores a
guantidade encontrada em Bertioga Contaminado (19%). Em trabalho desenvolvido
nesses mesmos manguezais Lima (2012) encontrou resultados similares, com

Bertioga abrigando as maiores quantidades dessa classe.
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DeAngelis et al. (2013), estudaram a decomposicao de serapilheira em uma
floresta tropical e também observaram a predominancia de Gammaproteobaceria
nos estadios iniciais da decomposicao (1-4 semanas). Os autores concluem que as
fases iniciais desse processo sao dominadas por grupos que tém crescimento
relativamente rapido, conhecidos como estrategistas r, € que nos estadios mais
avancados, pode ser observada a presenca de grupos minoritarios com uma maior
frequéncia. O trabalho evidencia a importancia dos grupos bacterianos estrategistas
r em promoverem as rapidas taxas de decomposicdo de material vegetal em
florestas tropicais.

Santos et al. (2011) realizaram estudos com sedimento de manguezais em
microcosmos, utilizando tratamentos com e sem contaminacéo por hidrocarbonetos,
e identificaram as classes Gammaproteobacteria e Deltaproteobacteria como as
prevalentes antes e depois das simulagdes de derramamento de Oleo. Porém, a
abundancia de diversas ordens dentro da classe Gammaproteobacteria diminuiu
significativamente ap6s o acréscimo de o6leo nos tratamentos, indicando uma
possivel sensibilidade dos organismos presentes nesse grupo em relacdo a
contaminagao com poluentes derivados de petroleo.

Fernandes et al. (2014) conduziram experimentos para estudar a diversidade
de bactérias em dois manguezais na india, com um local em estado preservado e
outro sob influéncia de acdo antropica. Os resultados demonstraram uma maior
abundancia das classes Deltaproteobacteria € Gammaproteobactéria nos dois
ambientes. Outras classes importantes observadas foram Actinobacteria e
Alphaproteobacteria, corroborando com os resultados encontrados neste trabalho.

Em analise de sedimento de manguezais contaminados com hidrocarboneto,
Nunes (2006) também encontrou o filo Proteobacteria como o dominante, este que
exibiu representantes das suas cinco classes em todos os tratamentos, com
destaque para Gammaproteobacteria como a mais representativa. Em estudos
prévios realizados por Andreote et al. (2012) e Santos et al. (2011), os autores
também aportaram o predominio do grupo Gammaproteobacteria em sedimentos de
manguezais, tanto em ambientes preservados, quanto nos impactados.

Sedimentos de manguezais sao ricos em carbono, € a ocorréncia de grupos
de bactérias metabolicamente versateis nesses ambientes pode indicar uma
contribuicdo destes grupos em processos importantes, como por exemplo, ciclo do

nitrogénio e carbono. Grupos como Gammaproteobacteria que apresentam
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crescimento relativamente rapido, geralmente sdo predominantes em estuarios, e
em habitats que apresentem elevada concentracdo de nutrientes (PINHASSI;
BERMAN, 2003; GREER, 2010). Essa classe possui um grande nimero de espécies
de bactérias desnitrificantes que realizam o processo de desnitrificacédo, uma das
etapas do ciclo do nitrogénio que contribui para a liberagcao do gas N2O na atmosfera
(BRETTAR et al.,, 2002).

Dias et al. (2010) realizaram estudos sobre a diversidade de bactérias
presentes no sedimenrto do manguezal da Cananeéia, na llha do Cardoso, utilizando
uma abordagem independente de cultivo. As sequéncias analisadas revelaram a
ocorréncia dos grupos Alphaproteobacteria, Gammaproteobacteria e Acidobacteria,
enquanto os demais grupos representativos foram  Betaproteobacteria,
Deltaproteobacteria, Firmicutes, Actinobacteria e Bacteroidetes. No sedimento desse
manguezal, Alphaproteobacteria foi o grupo dominante.

Gomes et al. (2008) estudaram a estruturagcdo de comunidades bacterianas
em sedimentos de um manguezal localizado no Rio de Janeiro, e concluiram que as
pressbes antropogénicas que afetam esse ambiente nao interferem de forma
significativa nos grupos dominantes. No entanto, essas pressdes podem exercer
uma interferéncia negativa nos grupos minoritarios.

Ao avaliar a estrutura de comunidades de fungos e bactérias durante o
processo de decomposicado de folhas em um curso de agua doce, Das et. al. (2006)
concluiram que o tipo e a qualidade do material vegetal foi o que menos comportou
diferencas substanciais na estruturacido das comunidades microbianas. Esse estudo
sugere que o tempo de decomposicao, juntamente com a exposi¢cao do material
vegetal, ttm mais influéncia nesse processo do que a composi¢do quimica da folha
e a espécie da planta. Isso sugere que 0s micro-organismos presentes na
decomposi¢do de folhas sdo organismos generalistas, capazes de explorar uma
ampla gama de recursos, possuindo a habilidade de aproveitar bem todos os
nutrientes disponiveis.

Diversos estudos vém sugerindo que o ecossistema manguezal, por
apresentar uma combinagdo unica e bem caracteristica de parametros ambientais
variaveis e proprios, conduz a composicao de comunidades microbianas bem
especificas (LUVIZZOTO, 2013).

A decomposicao foliar € um processo extremamente importante em diversos

ambientes, e micro-organismos participam ativamente deste processo, possibilitando
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a transformacao e disponibilizacdo de nutrientes dentro de um ecossistema. Por
meio dos resultados obtidos com sequenciamento em larga escala, esse trabalho
evidenciou que o filo Proteobacteria foi o dominante nos trés manguezais estudados,
com representantes das suas cinco classes em todos os tratamentos.
Gammaproteobacteria foi a classe mais numerosa, principalmente nos estadios
iniciais de degradacao do material vegetal das trés espécies de plantas. Também foi
possivel identificar grupos caracteristicos e/ou predominantes em determinada fase
da decomposicao foliar. Os resultados obtidos indicaram que durante esse processo
ocorre uma alteragcdo na estruturacado dessa comunidade, com grupos sendo mais

abundantes nos estadios iniciais e outros nas fases mais avancadas.
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7 CONCLUSOES/CONSIDERAGOES FINAIS

Os resultados obtidos neste trabalho nos permitem concluir que:

Em relacdao a andlise de decomposicdo do material vegetal pela MMS o
tempo foi o fator que mais influenciou a decomposicao das trés espécies
vegetais nos trés manguezais estudados. Porém a planta Avicennia
schaueriana foi completamente degradada nos trés manguezais estudados,
nao sendo possivel realizar a quantificacdo da MMS nessas condi¢des.

Para N2O e COq, tempo e local foram significativamente importantes para as
emissdes desses gases nos tratamentos em microcosmos, com 0s maiores
picos de emissao sendo observados nos manguezais de Bertioga e Bertioga
Contaminado, principalmente nos estadios iniciais de decomposicao foliar. Ja
em relacdo as emissdes de CHs, somente o local foi considerado relevante,
com os maiores valores sendo observados no manguezal de Cananéia, nos
estadios de degradacao mais avancados.

A alfa diversidade dos tratamentos aumentou ao longo do tempo, com todas
as amostras exibindo valores maiores nos estadios finais do processo de
decomposicao foliar.

Os resultados obtidos por meio de sequenciamento em larga escala do gene
rRNA 16S apontam o filo Proteobactéria como o grupo dominante durante a
decomposicdo de material vegetal nos trés manguezais estudados,
independente da espécie de planta. A classe Gammaproteobacteria foi a mais
abundante em todos os tratamentos estudados, se apresentando em maiores
guantidades nas fases iniciais, e sofrendo reducdo nas fases mais avancadas.
Foi possivel identificar grupos de bactérias predominantes nas diferentes
fases de decomposicdo foliar ao longo do periodo estudado.
Gammaproteobacteria foi uma classe que apresentou maior abundancia nos
estadios iniciais (7 e 15 dias), enquanto Alphaproteobacteria foi mais

abundante nos estadios avancados de degradacao (30 e 60 dias).
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